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狂犬病毒 G蛋白和N蛋白在痘苗病毒天坛株中共同表达’ 

Azaibi Tarnin 朱家鸿 王继麟’ ，A 
蔡 兵 Joseph J．Esposito2 

(卫生部武投生物—晶研览所．武便 430060) 
R {z一3 

Soufl~ernNot和免疫荧光等方法证明G和 N基因已重组刊痘苗府毒TK基因区，而且能良好地表 

选。并证明该重组病毒在小鼠中具盲良好的免疫效果． 

关键调 狂太病毒，G蛋白，N蛋白．基因表达 ，重组痘苗府毒 
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狂太病毒归属于弹状病毒科 Lassa病毒属，人感染后引起急性、弥漫性中抠神经系统炎 

症 ，死亡率为 100％[1]．现行的 人及兽用狂犬病组织培养灭活疫苗虽然安全有效 ，但其稳定性 

较盏，有效期短，而硪毒活疫苗用于动物免疫有回复突变的可能[2]。因此，研制新型的基因工程 

疫苗有其必要性和现实意义。 

我们已成功地构建了几株表达狂犬病毒糖蛋白(G)的重组体 ．并证明能够有效地诱导多 

种动物产生高漓度的中和抗体 ，预防狂犬病毒的攻击[3]。近年来 ，发现狂犬病毒核蛋白(N)能 

刺激机体产生免疫作用，且该蛋白相对稳定“ ]，若在痘苗病毒中共同表达 G和N两种蛋白． 

使其更接近天然病毒感染的抗原成份，可能获得更加有效且使用范围广的重组疫苗。为此 ，我 

们组建了狂犬病毒CVS株G和 N基因的表达重组载体，在两个P s早晚启动子的控制下 ，同 

时表达 G和N基 因，结果如下 ： 

材料和方法 

l 扁●和纽胞 痘苗病毒天坛株系卫生部药品生物割品检定所保存。LM、CV-I细胞均培养于blglc DMEM 

古 lO 小牛血清培养液巾，TK—l43B细胞在 2,~ ／ml 5-溴脱氯睬嘧啶(5．BudR)压力下传代． 

2 质粒 狂l跫府毒cvs株的G和N基因eDNA克隆质粒 r厩IlI-JEt，和 p0s 均为美国疾府控制中心保 

存质粒-见文 ]．古有双向痘苗瘸毒PT．s启动子(WR株)的转移载休pDAVACa由Dr．Morrison惠赠．基因 

酶切及拼接等操作见文献[ 1。 

l DN A序列测定 组建质粒之后 。接照狂犬府毒cvS株G和N基因的两末端序列．合成朋十弓『物，进行DN A 

双脱氧法测序·试荆盘采用美国USB公司出品的seq岫 脾e Version互0，按说明书操作。 

‘ 狂犬瘸毒G和N蛋白单克隆抗体(McAb) 62—80-6和 62-36-7抗狂_犬病毒 G蛋白McAb，62—3-I抗狂太府 

毒N蛋白McAb均由J_Smith提供。 

本文于 1993年6月7日收到、1994年6月7日修回 

· 奉谭题由周家科委 863青{F科学基盘 目资助 一本文部分工作存裳 同疾病挖制巾心完成 。 
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I DNA转柴 采用磷酸钙沉淀法 ” L-M细胞 I：2传代培养于35turn平皿叶1，次El细胞成 层·计数为 1× 

l 0．十细胞，平皿 按 0．I pFU／细胞 感染痘苗病毒天坛株。3小时后进行Ca 舟导的DNA沉淀 感染痘苗病 

毒的细胞吸去一t-．清后 ．将沉淀的 DNA均匀地散加在平皿内的细胞层上 。3T'C、5 OOz培养一小时 ，吸去DNA 

m州 洗涤一次，加含2 牛血清的DME'M，培养24小时 收获转染的病毒．在 I 4~(TK一)细胞上 ，5-BLAIR选 

择压力下，捷选病毒空斑。 

日 狂犬扁毒 G、N基因和痘苗病毒TK基因探针标记 随机弓I绚堵 DNA探fl‘标记试剂盒购于 BochTinger 

M矾nb。im公司。在欠病毒G和 H基因分另q从质粒 口口 一JE1，和pGs6rcVsN巾酶切分离出 TK基因取自痘苗 

病毒天坛抹ONA Hind■J片段。 P标记按试剂盒说明书进行． 

’ Sou~ern Blot 提取重组病毒及野毒株DNA方法见文辩【I]。Himd-酶切后．O．65 骧脂培凝胶电诛，经变 

性、中和、转膜及干燥后．分别以s 标记的狂犬病毒G和N基因厦痘苗I1【基因探制 杂交．放射自显影。 

B 间接免疫荧光OVA) 重组病毒眦0．1PFU／细胞 感染CV-I细胞后定时取片同定。分别用抗 G和抗 H的 

McAb进行间接 IFA染色。荧光裹标记的羊抗鼠lgG第二抗体购于美国 An~tsharn公司。实验设立狂犬病毒 

CVS株感染的CV-I细胞阳性对照及痘苗野毒椿感染的CV-I细胞为阴性对照。 

9 放射免疫沉淀(Radj。jm叫ln叩r∞j pjcatj。n．RIP) 

9，I S标记病毒蛋白 在感染病毒后的 3小时 ，改甩无蛋氨基酸的乜哪e液(洗 2次后换液)，在 35ram平皿 

巾加 10ml s5s标记的Met(美国Dupont公司产品，12．5mci／呲)，37℃孵育标记 3小时，细胞经砖P骼 洗二次后 ， 

加50 RIP缓冲渍 0℃裂解 1 0分钟．35oo0 r／ n离 L-1小时，取上清 实验设 5s标记CVS抹病毒对照、重 

组痘苗G蛋白表达株对照、天坛野毒株对照厦正常细胞对照。 

9．2 免疫沉淀 取 E述标记物各 I O ，加入RIP缓冲渣 d0O山，抗狂犬病毒G蛋白或N蛋白 McAb 5 室温 

摇动 2小时，加入SPA菌悼悬液【美国1cN公司产品) 隔 15分钟振荡一次。一小时后，2000 r／ n离心 3分钟 

取沉淀 ．RIP缓冲液洗涤四次后，加 Lacmrnli缓冲液 10 溶解沉淀，煮沸 1 0分钟 ．离心取 清．经 II SDS- 

PAGE后 ．干腔 ，放射自显影． 

1o 小鼠免疽试验 1 0--12 g小白鼠由我所小动物室提供。1．4×1 0 pFU／ml的重组病毒0．3ml于 0、7天皮 

下接种小鼠两次．每批免疫 1 00其小鼠．于免疫后7，14，2I，28天和 6O天采 1 0其小鼠的血清．{翼j定病毒 和抗 

体。抗体}昊f定采用经典的小鼠巾和法，同时以5～10 IMLD~的狂犬病毒CVS株于免疫后不同时间进行肌肉途 

径攻击．观察记录 I 4天结果。 

结 果 ． 

1 痘苗病毒表达载体 pJE-RGN的构建和鉴定 

在转移载体 pDAVACz的TK基因区插入狂犬病毒 G和 N基因并分别在 P 反向串联启 

动子的控制下 ．构建了共同表达载体 pJE-RGN，见冈 1。对构建载体进行 DNA序列测定．pJE- 

RGN 由 7271个碱基对组成。狂犬 G基圆起始于 2070位 ．止于 3644位。N基因起始于 1 373 

位 ．上行中止于第 1 0位核苷酸 ，与设计质粒序列一致 ．两基因读码框架无错位 ．两基因末端序 

列也与设计相符。 

2 重组病毒的筛选和检定 

2．1 Southern blot确定 G和 N基固cDNA重组的位置 

由罔 2可见 ．野毒天坛株 DNAHindⅢJ片段(1．9kb)在重组天坛株 DNAHindⅢ酶切图谱 

中被6．0kb和2．5kb两个片段所取代(由于两个P s启动子之间有一个HindⅢ酶切位点)。这两 

个}}段分剐与G基因和 N基圆探针杂交 因而证明 ，6．0kb片段中含有狂火 G基困 ，2．5kb舍 

有 G基因。外源性 DNA插入 TK基因区的总长度约为 3．6kb。 

I 
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圈 I 狂太病毒0和N噩自双裘选载体的拇建 

F 1 Q删帅  i呻 V6c 叮r IxIF~ GN for Double ExpreSs1时 鼬 晒 G1ycolx~teln and N啦k叩m  

2．2 IEA检测重组病毒的表达 

感染重组病毒的单层细胞经丙酮l吾f定后 ，IFA可见合成的拄犬病毒G蛋自在细胞膜和浆 

内呈颗粒状分布 ，而 N蛋白在浆内呈弥散分布(罔 3)。 

2．3 放射免疫沉淀法检测表达产物的分子 量 

放 射免疫沉淀试验 时 ，在 G和 N蛋白共表达重组痘苗病毒样品中加人 G或 N蛋白的 

McAb后 ，分别出现了 G和 N蛋白带{在单表达 G蛋白的重组痘苗病毒样品中加入 G蛋白的 

McAb后出现了G蛋白带。共表达押单表达的t0蛋自在SDS—PAGE也泳中迁移率基本相同，分 

子量约为 6．7kD，共表达的N蛋白的分子量约为5．5RD，这与CVs株N蛋白的分子量一致。在 

对照痘苗病毒和细胞样品中同耐加入 G和N蛋白的McAb后，无G或N蛋白带出觋(见罔 )̂。 
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图2 s。Uthcrn憎 捡涮重组痘苗精毒TK基目区描几的狂丈病毒G基因和N基日。痘苗天坛株 DNA(2．4．6．8)和重组 

痘苗 DNA(3．5．7．9)经m  -醅切后，0．65 琼脂糖凝腔电溶(2．3)。!!妻后进行 s洲 hm·Blot，分别以 TK墓固( ． 

5)、左E犬病毒 G基因(6．7J卯 N堇四(8．9)挥针杂皇。第 1列为 ~．DNA Hind-舟于量标堆。 

F哥 2 d■ cdf 瑚 1b vacc 诅 1 nTan DH^ (2．4．6．8 and r∞0r|1b nn1 vl仙 DN^(3，5．7·0 

呲 rc侧  by 0 65 a犁 r0 gc1 c r0曲 ．andthen h{otI~l ollto N．C n m n。c 0咖  thTK gc ( ·5)， 

ta 0 gone(6，7)and伯 N (8．9 rcspoctiv~ty La I {arnd~DNA Hind■ 血g删 md。cI_lar呻  竹 

图3 间接免疫旋光披检测盈组痘苗病毒表达的狂犬病毒糖盈白ĉ)．棱蛋白(E)和正常细胞对照(c) 
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F ．3 McAb indirect 

~ tivc㈨ nd  

嘟 ayfor dca~ion cxm'~ssodmblcs y。 咖 (̂ )a嘲 I-ud∞ 0 n(B)． 1 

田4 放射免疫沉淀往检{崮重组痘苗病毒天坛株共袁选的往犬病毒搪蛋白(2)和核蛋白(3 

为单裘选狂犬病毒糖蛋白重组痘苗病毒对照 和 6分别为痘苗野毒对照和正常细胞对照
，l为蛋白分子量标准 

F l胁  no 。 。ion o置r晰 n vacclnia vL-u~ex~ csssd
~bics virusG 州 c (2 aI-jN州  ( ( )3 哪  

锄  啦 曲 ‘ G 删  “翮 fG 咖
． (5)and(6)are懈 m 蛐d啪  l幽 c。 (f 州  tI’0I鼬 r仃峨 

3 小鼠免疫保护效果观察 

⋯ 、 

表 可见 ，2×10 PFU／ml的重组病毒 0．3n1l接种小鼠后 7天
，5O~~d、鼠可测出具有 

竺 水甲的中和抗体，44 的小鼠可抵抗致死剂量拄犬病毒的肌肉攻击；1 4天后，中和抗体水 丁}高
，小鼠保护率也增高 ，达 90 以 
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衰 1 狱 病毒 G和 N蛋白 
h bk 1 The u眦 cf船 【 r曲i糟 virus o and N∞ 鼍枷 recombinant on mice 

— — — —  

IM保护作州 

腿

Dose

—  

⋯ ● ● ’ u  } ● ’ 一  

‘

(PFWrm) 璺壁! 生 
7 14 21 28 

病毒中和抗体(vN̂ ) 

Viral r~utralizing - 

免疫后(天) 

P∞ v粥 d帆 (dBy) 

7 l4 2】 28 

双表达 

(bt T I 

(v'rRroo) 

单表选 0 

f 咖  

G only 

(V'rRG一】51 

痘苗病毒 

(亲奉株) 

0‘3m  
4，9 9／JO 9／10 】0／IO 1．“ J．260 l-I400 1I 650 

X l 

n 3×2— 
5／7 10／1O 10／Z0 9／9 】．1O 】．340 l-Ⅲ O 1I 810 

X l0 

O 3 
0／8 J／JO 9 0／】0 <1．5 <1．5 <】：5 <】。5 

X l0 

1M肌肉注射 。攻击剂量为5—10 ltt,tLI~o 

IM 1呲fBm四a血  ln扭 幽 ，the6asef IM chauen辨 5-- 10IMLD*． 

讨 论 

两种病毒蛋白成份在同一椿痘苗病毒中共同表达近年来已有报道 ．但狂犬病毒 G和 N蛋 

白的共同表达 尚属首次。实验结果表明，在痘苗病毒两个反向串联 P s启动子的控制下 ．狂犬 

病毒 G和 N基因可在痘苗病毒中同时表达。我们用 Immunoblot和 IFA检测显示 ，表达的 N蛋 

白与McAb结合反应低于 0蛋白，其原因可能为抗 N抗体亲利性不一造成 ，也可能是 N蛋自 

台成量比G蛋白少。N基因起始密码与P s启动子之间的棱苷酸结构不同于 G基因，但这种差 

别是否会引起蛋白分泌量的差别 ，还值得进一步研究。 

目前 ，狂犬病毒 G蛋白是重组托J==疫苗酋选的抗原成份 ，而对于 N蛋白在抗狂犬免疫中 

的作用，直至最近 ，目内外文献分别报道了重组浣熊痘病毒和重组痘苗病毒表达的 N蛋白能 

够免疫小鼠抵抗狂犬病毒的攻击后才得以确î[ 棚。N蛋白是狂犬病毒内部拷贝数最多的一 

种蛋白．它诱发机体的保护机制初步认为与抗 N蛋白的非中和性抗体有关。这种具有保护性 

的非中和抗体在其它病毒中也可发现[9 ，可能借助于激发补体介导的细胞溶解或抗体依鞋 

性细胞毒性等免疫机制发挥其抗病毒作用。因此 ，在重组G蛋白疫苗中加入N蛋白的成份 ，有 

可能通过激活更多的免疫途径提高免疫效力及持续时阿。此外，由于 N基因序列非常保守，各 

毒株之问很少变异 ．所以将 N和 G一起表达的重组病毒疫苗适用范围可能更广。 

初步动物试验表明．本双表达重组体对小鼠具有良好的免疫效果 ．但与单表达 G相比似 

乎免疫效果无明显提高 ，也许是 N蛋白酌表达量不高所致 。关于双表达和单表达的免疫作用 

和致病毒性的进一步研究结果待发表。 
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Co-expression of Rabies Virus Glycoprotein and Nucleoprotein 

in Vaccinia VirUS Tian Tan Strain 

Zhao W eiguo Azaib／Tam in。 Zhu Jinhong W ang Jilin 

Cai Bins Joseph J． Esposito 
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In this paper,a vaccinia re,or pJE-RGN for co expres
．~on of rabies virus G and N Drotein Ⅵ 

constructed-After DNA homologuous recombination，we got the rabies G and N protein co exDres
．~ed 

in a single recombinant vaccinia virus Tian Tan strain
． Preliminary studies 0f m。Use ￡mm une Dnj【ec 

tion revealed that the G an d N co—expression recombinant has sati
．~fact0ry im m une efleet on m jce． 
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